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ら実験動物として需要が高まってきている(Whyte and Prather, 2011; Walters and 
Prather, 2013)。これまでにヒト疾患研究を目的とし、遺伝子組換えにより癌(Sieren 
et al., 2014)、高脂血症(Davis et al., 2014; Li et al., 2016)、免疫不全(Ito et 




近年、ゲノム編集技術により遺伝子配列を改変することのできる Zinc Finger 
Nuclease (ZFN)(Kim, Cha and Chandrasegaran, 1996)、transcription activator-like 
effector nuclease (TALEN)(Christian et al., 2010) 、 clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/CRISPR-associated protein 9 
(Cas9）(Jinek et al., 2012; Cong et al., 2013)を受精卵へマイクロインジェクシ
ョンにより注入することで、様々な生物において簡便に遺伝子組換え動物を作出でき
ることが示されている (Mashimo et al., 2013; Wang et al., 2013, 2015; Chen et 
al., 2015)。また、エレクトロポレーションを利用し、より簡便に導入する方法も開
発されている(Kaneko et al., 2014; Kaneko and Mashimo, 2015; Tanihara et al., 







ク個体となる等の問題が残っている。このモザイク変異の問題はブタ(Sato et al., 
2015; Wang et al., 2015; Tanihara et al., 2016)、ウシ(Bevacqua et al., 2016)、
非ヒト動物(Chen et al., 2015)を含む中大型動物で特に大きな課題となっており、
齧歯類と比べモザイク変異が生じやすいことが知られている(Lamas-Toranzo et al., 
2018)。 















(Ideta et al., 2016)、特定遺伝子を欠損した生殖細胞を持つが遺伝子組換えによる
表現型を示さない正常個体を作出できる可能性が示されている。しかし、この方法に









CKO 動物が作出できると考えられる。特に TEX101 は精子形成過程で強く発現しており
(Takayama et al., 2005)、効率よくCKOできることが示されている(Lei et al., 2010)。 
本研究においては遺伝子組換えブタの生産性向上を目指し、ブタ受精卵でのゲノム
編集におけるモザイク胚低減を目的とし、第 2 章としてブタ受精卵への CRISPR/Cas9
導入による遺伝子組換え胚作出と Trex2 共導入によるモザイク胚低減を実施した。ま















第 2 章 


















が(Hashimoto, Yamashita and Takemoto, 2016)、ブタ(Sato et al., 2015; Wang et 
al., 2015; Tanihara et al., 2016)、ウシ(Bevacqua et al., 2016)、非ヒト霊長類
(Chen et al., 2015)などの大型動物では高頻度でモザイクとなり、未だに大きな問
題となっている(Lamas-Toranzo et al., 2018)。この問題を解決するために、これま
で非ヒト霊長類においてユビキチンタグ付加によるCas9タンパクの発現時期限定(Tu 
et al., 2017)、ブタにおいて CRISPR/Cas9 導入時期の最適化(Sato et al., 2018)、
マウスや非ヒト霊長類において複数 single guide RNA(sgRNA)導入によってゲノム
DNA(gDNA)はモザイクとなっているが全てのアレルに変異導入が行われているため表






る DNA 切断が行われるだけではなく、DNA 切断後の遺伝子修復過程でエラーが起こる
ことが重要であると考えられている(Hsu, Lander and Zhang, 2014)。ラット胚にお
いて TALEN と ExonucleaseI を共導入することでゲノム編集効率が向上することが報
告されており(Mashimo et al., 2013)、Exonuclease はゲノム編集により切断された
DNA 末端を削り取ることでゲノム編集効率を向上させると考えられている。さらに、
HEK293 細胞を用いた試験において、Homing Endonuclease、ZFN や TALEN と共に様々
な Exonuclease を共導入した結果、マウス由来 Trex2(mTrex2)が最もゲノム編集効率
を向上させる因子として同定されている(Certo et al., 2012)。そこで本研究では早
期に遺伝子変異を導入し、モザイク変異を低減させることを目的として、ブタ受精卵
への CRISPR/Cas9 と mTrex2 mRNA 共導入による効果を検討した。 
 
2-2 材料と方法 
マウス Trex2 RNA と sgRNA の in vitro 合成 
Total RNA の抽出は MEF フィーダー細胞（Cell Biolabs, inc.）より ISOGEN（Nippon 
Gene）を用いて添付のプロトコルに従って行った。Oligo dT プライマーおよび
ReverTraAceα Kit(TOYOBO)を用いて Total RNA を逆転写することで cDNA を得た。
mTrex2 cDNA は Trex2 mouse 52(T)(5’-AGGCCTCATTGTTCCTGTGA-3’)および Trex2 
mouse 964(B) (5’-AGCCCTGAAAGAGCAACTCA-3’) プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て
PrimeSTAR-GXL DNA polymerase（タカラバイオ）により増幅した。PCR は 95℃3 分に
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続き 35 サイクルの 98℃10 秒、57℃15 秒、68℃40 秒の後 68℃8 分にて行った。PCR
増幅産物はpCR-BluntIIベクター(Thermo Fisher Scientific)にサブクローニング後、
制限酵素 EcoRI を用いて pcDNA3.1(+)ベクター(Thermo Fisher Scientific)にクロー
ニングした。ポリアデニレーションシグナル配列およびターミネーター配列は mTrex2 
cDNA 配列の 3’末端へとつなげた。ポリアデニレーションシグナル配列およびターミ
ネーター配列は pXT7 hCas9 plasmid 配列(Chang et al., 2013)を参考に Thermo Fisher 
Science 社にて人工合成したものを使用した。構築したベクターを制限酵素 XbaI で線
状化した後、mMESSAGE mMACHINE T7 Kit(Thermo Fisher Scientific)を用いて mTrex2 
mRNA を in vitro 合成した。成長ホルモン受容体(GHR)を対象とした sgRNA は CRISPR 
design tool(Hsu et al., 2013)を用いて設計した。sgRNA合成に使用する鋳型はpD1401
ベ ク タ ー (ATUM) 、 T7-GHR-gRNA27-scaffold28(T)(5’-TAATACGACT 
CACTATAGACTGGGCTGCTGGGTAGCAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAA-3’)-gRNA scaffold 
T1 Ver(B)(5’-AGCACCGACTCGGTGCCACT-3’) プライ マーセ ッ トおよび Phusion 
High-Fidelity Master Mix(NEB)を用いた PCR 増幅によって得た。PCR は 95℃3 分に続
き 45 サイクルの 98℃10 秒、68℃40 秒の後、68℃8 分にて行った。PCR 増幅産物は
QIAquick PCR purification Kit (QIAGEN)にて精製を行い、MEGAshortscript T7 Kit 
(Tehrmo Fisher Scientific)を用いて sgRNA の in vitro 合成を行った。mTrex2 mRNA
および sgRNA はフェノール・クロロホルム抽出にて精製を行い、Opti-MEM 培地（Thermo 
Fisher Scientific）に溶解した。RNA の濃度は Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher 
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体外成熟培養（in vitro maturation: IVM） 
2-3 層の卵丘細胞を持つ COCs は成熟培養培地中で 39℃ 5%CO2 5%O2気相中にて培養
を行った。成熟培地は 1mM dibutyryl cyclic AMP(dbcAM, 機能性ペプチド研究所, 
IFP1060P), 0.5U/ml recombinant human Follicle Stimulating Hormone (rFSH, 
GONAL-f, Merck Serono), 10ng/ml Transforming growth factor-α (TGF-α,機能性
ペプチド研究所)を添加したブタ卵子成熟用基礎培地（POM、機能性ペプチド研究所）
にて行った。22時間の成熟培養を行った後にCOCsを dbcAMPおよび rFSHを除いたPOM
培地へ移し、さらに 24 時間培養を行った。 
 




17℃で保存した。10 ml の精液は 700 g、10 分間にて遠心分離し、上清を除去後に 400 
µl の SEM-5x（機能性ペプチド研究所）へ懸濁した。200 µl の再懸濁した精液を 50%
パーコール溶液 1ml に懸濁し、それを 80%パーコール溶液の上に注ぐことで、濃度勾
配を持つパーコール溶液を作製した。その溶液を 700 g、20 分間にて遠心分離し、分
離した精子のうち下部にある生存精子を採取、1.0×106細胞/ml となるようにブタ媒
精液（PFM、機能性ペプチド研究所）に懸濁した。成熟培養を終えた COCs は精子を含
む PFM 培地で 20 時間共培養することで体外授精を行った。 
 
エレクトロポレーションと体外培養（in vitro culture: IVC） 
エレクトロポレーション法によるブタ胚への CRISPR/Cas9 および mTrex2 mRNA 導入
はエレクトロポレーション装置（NEPA21 super electroporator, NEPAGENE)および電
極（CUY520P5, NEPAGENE）を用いて行った。Recombinanat Sp Cas9(Alt-R S.P. Cas9 
Nuclease, IDT)(200 ng/µl)、sgRNA(200 ng/µl)、mTrex2 mRNA(500 ng/µl)を溶解し




使用した電気条件は poring pulse (voltage:225 V, pulse width:2.5 ms, pulse 
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interval:50 ms, decay rate:10%, number of pulse:4) 、transfer pulse (voltage:20 
V, pulse width:50 ms, pulse interval:50 ms, decay rate:40%, number of pulse:±5)
とした。エレクトロポレーション条件および mTrex2 mRNA の濃度は GFP mRNA を用い
て事前に最適化を行った。また、Cas9 タンパクおよび sgRNA 濃度はこれまでに報告さ
れているデータ(Kaneko and Mashimo, 2015)を参考に事前に最適化を行った。エレク
トロポレーション後に受精卵をブタ培養胚発生用培地（PZM-5、機能性ペプチド研究





IVF6 日後に倒立顕微鏡 (IX71, Olympus)、デジタルカメラ(DP71, Olympus)および
cellSens Standard software(Olympus)を用いてブタ胚盤胞期胚の写真を撮影した。
胚盤胞期胚の直径は cellSens Standard software を用いた画像解析によって測定し
た。 
 
PCR による胚盤胞期胚からの CRISPR/Cas9 標的領域増幅 
胚盤胞期胚からの gDNA 抽出は 10 µl 25 mM NaOH-200 µM EDTA 溶液内にて 95℃ 10




ライマーセットと Terra PCR Direct Polymerase(タカラバイオ)を用いて行った。PCR




CRISPR/Cas9 の標的領域を含む PCR 増幅産物は QIAquick PCR purification Kit を
用いて精製した。精製した PCR 増幅産物を対象としたサンガーシーケンスは GHR 
exon10 Surveyor(T) primer (5’-GCTCGATATTGATGACCCTG-3’) お よ び BigDye 
Terminator cycle v3.1 sequence kit(Thermo Fisher Scientific)を用いて、添付の
プロトコルに従って DNA シーケンサー(ABI 3130 DNA analyzer, Thermo Fisher 
Scientific)にて実施した。50 bp 以下の小さな欠失挿入は TIDE ソフトウェア












の直径は Tukey-Kramer の多重解析を実施した。P<0.05 を統計的に有意であるとした。 
 
2-3 結果 
mTrex2 mRNA 導入による胚盤胞期発生率および形態への影響 
ブタ受精卵へのエレクトロポレーション法による CRISPR/Cas9 および mTrex2 mRNA
導入の胚発生への影響を調べるため IVF6 日後に得られた胚盤胞期発生率および形態
評価を実施した。エレクトロポレーションにより CRISPR/Cas9 を導入した
CRISPR/Cas9 群(25.9±4.6%)と mTrex2 mRNA を共導入した CRISPR/Cas9+Trex2 群間で
胚盤胞期胚発生率に差は認められなかった（表 1）。加えて、IVF6 日後の胚盤胞期胚
直径に関しても CRISPR/Cas9 群(164.7±10.2 µm)、CRISPR/Cas9+Trex2 群(151.9±5.1 
µm)、エレクトロポレーションを実施せずに同様に培養したコントロール群(178.9±
9.0 µm)間に差は認められず、形態においても異常は認められなかった（表 2、図 2）。 
 
CRISPR/Cas9 による変異導入率 





17.7% vs. 21.2±7.8%)（図 1B、表 1）、野生型アレルを含まない遺伝子組換え胚盤胞
期胚(64.4±15.5％ vs. 78.8±7.8%)（図 1C、表 1）の発生率に CRISPR/Cas9 群およ




のアレルを持つモザイク胚(図 3A)、構成割合が 25%以上異なる 2種のアレルを持つモ
ザイク胚(図 3B)が多数確認された。TIDE ソフトウェアは 50 bp 以上の欠失挿入変異
を予想することができず R2値が低くなる。このため、R2<0.9 と判定された胚(図 3C)
は PCR 増幅産物を電気泳動し、得られたバンドの数を確認することでモザイク状況の
解析を行った(図 3D)。その結果、R2<0.9 と判定された胚は全てモザイクであった。ま
た、ブタ受精卵へ CRISPR/Cas9 を導入することで、2 種の異なるアレルを持つ非モザ
イクホモ変異胚(図 4A)および 1 種の同じ配列のアレルを持つ非モザイクホモ変異胚
(図 4B)も確認された。さらに CRISPR/Cas9 と mTrex2 mRNA を共導入することで非モザ
イクホモ変異胚の発生率が向上し(5.6±6.4% vs. 29.3±4.5）、モザイク胚の発生率












ており(Kaneko et al., 2014; Kaneko and Mashimo, 2015)、ブタ受精卵においても
エレクトロポレーションによるCRISPR/Cas9導入は胚盤胞期発生率に影響しないこと




認められなかった（図 2、表 2）。これらのことから、CRISPR/Cas9 と mTrex2 mRNA の
共導入は初期胚発生へ影響を与えず、同条件で作出した受精卵を受胚ブタに移植する
ことで個体が得られる可能性は高いと考えられる。 
TIDE ソフトウェアによる解析により最大で 7 種のアレルを持つモザイク胚が複数





4種以下のアレルで構成されていることが報告されている(Hashimoto, Yamashita and 
Takemoto, 2016; Teixeira et al., 2018)。このことはマウス受精卵において






構成割合の異なるアレルを持つモザイク胚が確認された際、4 細胞期胚の 8 アレル中
で 5 つの同じ配列のアレル（62.5%）およびそれとは異なる 3 つの同じ配列のアレル
（37.5%）が存在するときに構成割合差が最小である 25%になると考えられる。このこ
とから構成割合が 25%以上異なる 2 種のアレルを持つ胚、および 3 種以上のアレルを
持つ胚をモザイク胚と判定した。また、構成割合差が 25%以下である 2 種のアレルを
持つ胚および 1種の同じ配列のアレルを持つ胚を非モザイク胚と判定した。この判定
法に基づき解析した結果、CRISPR/Cas9 に加え mTrex2 mRNA を共導入することで非モ
ザイクホモ変異胚発生率が向上し、モザイク胚発生率が低減することが明らかとなっ





CRISPR/Cas9 を導入後、1 細胞期胚においてゲノム編集による DNA 切断ならびに修復
エラーが起こらないことで野生型アレルが残り、発生が進んでからそれぞれの割球で
ゲノム編集による変異が導入されることが原因のひとつと考えられる。これまでモザ
イク胚発生率を低減させるために、CRISPR/Cas9 の早期導入(Hashimoto, Yamashita 
and Takemoto, 2016)、ユビキチンプロテアソームタグ付加による CRISPR/Cas9 の活
性を持つ期間限定(Tu et al., 2017)等が試みられてきたが、Exonuclease 共導入によ
るモザイク低減は本研究が初めての試みである。 
 本研究により CRISPR/Cas9 および mTrex2 mRNA を共導入することで非モザイクホモ
変異胚が効率よく得られ、さらに mTrex2 mRNA 導入が胚発生へ影響を与えないことが
示された。このことは、従来のマイクロインジェクションや体細胞核移植などの高度
な胚操作を行うことなく、より簡便なエレクトロポレーションにより CRISPR/Cas9 お
よび mTrex2 mRNA 共導入することで、非モザイク遺伝子組換えブタが得られることを
示唆している。しかし、本研究においてモザイク胚発生を完全に抑制することはでき
なかったため、今後、ブタ受精卵内で機能するより活性の高い Exonuclease の探索や






























産する試みが行われている。これまでに精巣特異的に発現する Protamin や TEX101 遺
伝子のプロモーターを利用し、部位特異的組換え酵素である Cre リコンビナーゼを発
現させることで、loxP 配列で挟んだ対象遺伝子を精子形成過程特異的に除去できるこ
とが示されている(O’Gorman et al., 1997; Lei et al., 2010)。特に TEX101 は精
子形成過程の初期である前精原細胞から発現しており、その後一度消失するが、精母
細胞レプトテン期から再び発現し、精子細胞までの長期間に渡って発現しており
(Takayama et al., 2005)、効率よく CKO を行えることが報告されている(Lei et al., 
2010)。これまでブタにおける TEX101 遺伝子の詳細については報告されていないが、
マウスと同様の発現状況である場合、ブタにおいても TEX101 プロモーターを利用す
ることでより効率良く精子形成過程 CKO が実施できると考えられる。 
そのため本章では NCBI のデータベースを参考にブタ TEX101 mRNA 配列の全長を決





マウスにおいては TEX101 プロモーター制御下で Cre リコンビナーゼを発現させ、2
つの loxP 配列間を除去するシステムを採用していたが、本試験では Cre リコンビナ
ーゼと同様の働きを持つ DreN リコンビナーゼを利用し、2つの rox 配列間を除去する










家畜ブタからの器官摘出、Total RNA 抽出 
解析に使用する各器官は飼育過程で淘汰された 0日齢雄子豚、0日齢雌子豚、6ヵ
月齢雄豚および食肉加工時にと殺された 6ヵ月齢雌豚より摘出後、Total RNA 抽出ま
で RNA later(Thermo Fisher Scientific)に浸漬し、4度で保存した。各器官からの






6 ヶ月齢雄豚精巣由来 Total RNA を 5’ Full RACE Core Set(タカラバイオ)および
5’末端をリン酸化させた TEX101 mRNA(B9)プライマー(5’-GGCCAAAATTGCTGTC 
TCGG-3’)を用いて添付のプロトコルに従って逆転写させた後、T4 RNA リガーゼを用
いてコンカテマー化させた。コンカテマー化させた cDNA を対象に TEX101 mRNA 
295(T) (5’-CATTGTGCCAGGAAACTGTG-3’)-TEX101 mRNA295(B) (5’-GCCCCATTGTC 
ACAAATCTC-3’)プライマーセットを用いた1st PCRの後、PCR増幅産物を鋳型にTEX101 
mRNA(T9)(5’- CAACCTTGATCTCGGCACAAA-3’)-TEX101 mRNA(B1)(5’- TGTGC 
CGAGATCAAGGTTGG-3’)プライマーセットを用いた 2nd PCR を実施した。PCR は
PrimeSTAR-GXL DNA polymeraseを用いて95℃3分間に続き、35サイクルの95℃10秒、
57℃15 秒、68℃40 秒の後 68℃8 分にて行った。得られた PCR 増幅産物を pCR-BluntII 
TOPO ベクターへサブクローニング後、TEX101 mRNA(T9)(5’-CAACCTTGATCT 
CGGCACAAA-3’)プライマー、BigDye Terminator cycle v3.1 sequence kit および DNA






6 ヶ月齢雄豚精巣由来 Total RNA を 3’ Full RACE Core Set(タカラバイオ)を用い
て逆転写した後、付属の 3 sites Adaptor プライマーおよび TEX101 mRNA(T9)プライ
マー(5’-CAACCTTGATCTCGGCACAAA-3’)を用いて PCR 増幅した。PCR は PrimeSTAR-GXL 
DNA polymerase を用いて 95℃3 分に続き、35 サイクルの 95℃10 秒、57℃15 秒、68℃
40 秒の後 68℃8 分にて行った。得られた PCR 増幅産物を pCR-BluntII TOPO ベクター
にサブクローニングし、TEX101 mRNA(T9) (5’-CAACCTTGATCTCGGCACAAA-3’)または
TEX101 mRNA 775(T)(5’-GAAAAGTCCAAAGTGGTGCC-3’)、BigDye Terminator cycle v3.1 
sequence kit、および DNA シーケンサー(ABI 3130 DNA analyzer) を用いたサンガー
シーケンスにより塩基配列を決定した。 
 
逆転写反応および Real Time PCR による TEX101 発現解析 
Total RNA からの逆転写反応は ReverTraAceα Kit を使用し、付属の Oligo dT プラ
イマーを利用して添付のプロトコルに従って実施、cDNA を合成した。Real Time PCR
による発現解析は Real Time PCR 装置(AriaMx, Agilent Technologies)、BrilliantIII 
Ultra-Fast Green QPCR Master Mix(Agilent Technologies)を用いて実施し、TEX101 
mRNA(T9) (5’-CAACCTTGATCTCGGCACAAA-3’)-TEX101 mRNA(B9) 
(5’-GGCCAAAATTGCTGTCTCGG-3’)および GAPDH(T7)(5’- 
CAAGGGCATCCTGGGCTACA-3’)- GAPDH(B7)(5’-AGCTTGACGAAGTGGTCGTTG-3’)プライマ
ーセットを用いた。PCR は 95℃3 分に続き 40 サイクルの 95℃5 秒、60℃10 秒にて行
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った。0日齢の各器官および 6ヵ月齢精巣、卵巣での TEX101 発現は 6ヵ月齢精巣 cDNA
を用いた段階希釈系列を利用してスタンダードカーブを作製し、GAPDH による内部補
正をした後、0日齢子豚精巣での発現量を１とした時の相対値として計算した。PCR




Real Time PCR により解析した TEX101 mRNA 発現量は Tukey の多重解析により実施
した。P<0.05 を統計的に有意であるとした。 
 
pH11 EGFP KIn ベクター、pH11 pTEX101-huKO-2A-DreN KIn ベクターの構築 
ブタ H11 遺伝子領域を対象とした pH11 EGFP KIn ベクターの構築は pH11 1477(T) 
(5’-GAGCAATGAGGATGTGGGAT-3’)-pH11 3773(B)(5’-ACCTGGCTTTGTGGATTGAG-3’)お
よび pH11 3846(T)(5’-GGCTACACTGTTAACACTCAGGC-3’)-pH11 6100(B)(5’-AGGGAAT 
ATCTGGCCCAATC-3’)プライマーセットを用いたPCRにより増幅した相同遺伝子配列の
間に CMV-EGFP-pA ユニットと薬剤耐性遺伝子 PGKneo ユニットを挿入することで行っ





て TEX101 プロモーター配列および 5’UTR 配列を増幅し、 TEX101 プロモーター制御
下で橙色蛍光タンパクであるクサビラオレンジ（humanized kusabira orange:huKO）
と部位特異的組換え酵素 DreN リコンビナーゼを H2A 配列により同時に発現するよう




pH11 遺伝子領域を対象とした sgRNA は既報(Ruan et al., 2015)にて使用されてい
るCasH11-1 sgRNA配列を使用し、sgRNA合成は第2章と同条件にて実施した。ただし、





培養細胞への KI ベクターおよび CRISPR/Cas9 導入、選択培養 
ミニブタ胎仔由来初代培養線維芽細胞（雄）は 10%ウシ胎児血清(FBS)を含む MEMα
培地(Thermo Fisher Scientific)を用いて 37℃ 5%CO2気相中にて行った。ミニブタ胎
仔由来線維芽細胞への KI ベクターおよび CRISPR/Cas9 導入はエレクトロポレーショ
ン装置(NEPA21 super electroporator)およびキュベット電極(EC-002S, NEPAGENE)を
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用いて行った。Recombinant Sp Cas9(Alt-R S.P. Cas9 Nuclease)(15 µg)、sgRNA(5 µg)、
KI ベクター(500 ng)および 1.0×106細胞を含む OptiMEM 培地 100 µl を電極の間に静
置した。エレクトロポレーションに使用した電気条件は poring pulse (voltage:175 V, 
pulse width:5 ms, pulse interval:50 ms, decay rate:10%, number of pulse:2) 、
transfer pulse (voltage:20 V, pulse width:50 ms, pulse interval:50 ms, decay 
rate:40%, number of pulse:±5)とした。エレクトロポレーションを行った細胞は 24




PCR による KI の確認 
選択培養後に増殖した細胞からの gDNA 抽出は細胞の一部を 25 mM NaOH-200 µM EDTA
溶液にて 95℃10 分間加熱することで行った。遺伝子 KI の解析は Neo647(T) 
(5’-ACCGCTATCAGGACATAGCGTTGG-3’)- pH11 
6100(B)(5’-AGGGAATATCTGGCCCAATC-3’)プライマーセットを用いたKIベクター配列
検出および Neo647(T)(5’-ACCGCT ATCAGGACATAGCGTTGG-3’)- pH11 
6252(B)(5’-AGCCTGAGCCTTCTTCATTC-3’)プライマーセットを用いたKI検出により実
施した。PCR 反応は PrimeSTAR-GXL DNA polymerase を用いて行い、95℃3 分に続き、





CRISPR/Cas9 システムによる pH11 遺伝子領域への導入変異解析は対象領域の
Direct Sequence 法によって行った。PCR は pH11 3579(T)(5’-TGGATTGGGATTCAGG 
TCTC-3’)-pH11 4025(B)(5’-TCAAGCTCCTCAATTCACCC-3’)プライマーセットおよび
TaKaRa Ex Taq Hot Start Version(タカラバイオ)を用いて行い、95℃3 分に続き 35
サイクルの 95℃30 秒、57℃30 秒、72℃1 分にて反応させた。得られた PCR 増幅産物、
pH11 3579(T) (5’-tggattgggattcaggtctc-3’)プライマー、BigDye Terminator cycle 
v3.1 sequence kit を用いて、添付のプロトコルに従って DNA シーケンサー(ABI 3130 
DNA analyzer)を用いたサンガーシーケンスにて塩基配列を決定した。 
 
CRISPR/Cas9 による off target 変異解析 
CasH11-1 sgRNA により off target 変異が起こりやすい配列は CRISPR Design 
Tool(Hsu et al., 2013)によって予測し、変異導入の恐れが最も高いと予測された機
能的な遺伝子情報を持たない 3か所、遺伝子情報を持つ 1か所について Surveryor 
Assay 法を用いて検証した。off target 変異の起こりやすい配列を含む遺伝子領域を
pH11-1 off target1(T)(5’-CTGTTTTGGACCAGGGCATA-3’)-pH11-1 off target1(B) 
(5’-GTTTAAACTCGGGGGAATGC-3’)、pH11-1 off target2(T)(5’-GAAAGAGTCTCCAAGG 
CCAA-3’)-pH11-1 off target2(B)(5’-GTTGGAGAGCTTTAGTGACTGC-3’)、pH11-1 off 
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target3(T)(5’-AGATCAGAGGAACGTGGCTT-3’)-pH11-1 off target3(B)(5’-TGATCCTG 
ATGGGCAGTTCT-3’)、および pH11-1 off 
targetNQO(T)(5’-CGACATACGGGGTTTGTTCT-3’)- pH11-1 off 
targetNQO(B)(5’-CGAAAGCAAGTCAAGGAAGG-3’)プライマーセットを用いて
PrimeSTAR-GXL DNA polymerase により増幅した。PCR は 95℃3 分に続き 35 サイクル
の98℃10秒、57℃15秒、68℃40秒の後68℃8分にて行った。Surveyor AssayはGuide-it 
Mutation Detection Kit（タカラバイオ）を用いて添付のプロトコルに従って実施し、




RACE 法による TEX101 mRNA 配列の決定 
5’RACE および 3’RACE 法により TEX101 mRNA 配列を決定し（図 5）、ブタ gDNA 配










Real Time PCR による TEX101 mRNA 発現解析 





mRNA の発現が認められた 0日齢精巣、0日齢卵巣および 6ヵ月齢精巣での発現量を比
較した結果、0日齢精巣(1.0±0.0)、0 日齢卵巣(11.2±1.8)と比べ、6ヵ月齢精巣
(150.1±5.3)において発現が有意に向上していた(図 10)。これらのことから精巣での
TEX101 発現は 0日齢から 6ヵ月齢にかけて発現が向上し、卵巣においては発現の消失
が確認された。 
 
pH11 EGFP KIn ベクターノックインによるセーフハーバー領域の評価 
pH11 遺伝子領域へ EGFP 発現ユニットである CMV-EGFP-pA を挿入するため、培養細
胞へのエレクトロポレーション操作ならびに選択培養を実施した結果、40 株の KI 細
胞ならびに29株のベクター配列ランダムインテグレーションによるTg細胞が得られ
た（図 11）。得られた細胞での EGFP 発現を観察した結果、KI 細胞では 39/40(97.5%)、
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Tg 細胞では 23/29(79.3%)の細胞で EGFP の緑色蛍光が観察された。また、KI 細胞にお
いて蛍光が観察されなかった 1株は細胞の形態が悪く、増殖が停止していた。 
 
pH11 pTEX101pro-huKO-2A-DreN KIn 細胞の樹立 
pH11遺伝子領域を対象としたCRISPR/Cas9ならびにpH11 pTEX101pro-huKO-2A-DreN 
KIn ベクターを共導入、選択培養を行った結果、4株の細胞株を樹立することができ
た(図 13)。この細胞は TEX101 プロモーター制御下で huKO および DreN リコンビナー
ゼを発現するが、樹立した線維芽細胞においては huKO による橙色の蛍光は観察され
なかった。KI ベクターの KI 効率向上のために pH11 遺伝子領域を対象とした
CRISPR/Cas9 を共導入したため、KI ベクターが導入されたもう一方のアレルには
CRISR/Cas9 によるランダムな遺伝子変異が導入された可能性がある。PCR による対象
領域を増幅後 Direct Sequence 法により遺伝子配列を決定したところ様々な遺伝子変
異が導入されていた(図 14）。また、導入した CRISPR/Cas9 が標的領域以外の似た配列
を認識し、変異を導入する off target 変異について変異導入の危険度が最も高いと
予測された機能的な遺伝子情報を持たない 3か所、遺伝子情報を持つ 1か所について






ブタにおける TEX101 解析はこれまでに行われておらず、ブタ gDNA 配列から予測さ
れた mRNA 配列が NCBI のデータベースに登録されているだけであった。本研究により
初めてブタ TEX101 mRNA 配列全長を決定し、データベース(XM_021094473)との比較に




より決定した 5’UTR 配列ならびにその上流配列の利用が必須となる。 
また、マウスにおける TEX101 mRNA 発現は精巣および生後間もない卵巣で発現して
おり、精巣では性成熟に伴い発現量が上昇し、卵巣では生後 4日程度で発現量が急激
に減少し、その後消失することが報告されている(Takayama et al., 2005)。この傾
向は本研究で明らかになったブタ TEX101 mRNA 発現様式と類似しているため、ブタに









おいてのみ遺伝子欠失が起こることが示されている(Lei et al., 2010)。このため、
ブタにおいても性成熟した精巣と比較して 0日豚卵巣での発現量が低いため(11.2±




pH11 遺伝子領域に CMV-EGFP ユニットを KI し、Tg 細胞との EGFP 緑色蛍光を示す細胞





ーフハーバーとして有用であり、この領域に pH11 pTEX101pro-huKO-2A-DreN KIn ベ
クターをKIすることで精子形成過程特異的に遺伝子発現を誘導できると考えられる。 
pH11遺伝子領域にTEXプロモーター制御下でhuKOおよびDreNリコンビナーゼを発
現する pH11 pTEX101pro-huKO-2A-DreN KIn ベクターを KI した結果、4株の pH11 
pTEX101pro-huKO-2A-DreN KI 細胞を樹立することができた(図 13)。マウスにおいて
精子形成過程 CKO に利用した TEX101 プロモーターおよび 5’UTR 配列は 5.8 kbp であ
るが、本研究で利用したブタ TEX101 プロモーターおよび 5’UTR 配列は 7.3 kbp と長
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い領域を用いている。マウス TEX101 プロモーターは精母細胞由来である GC-2spd(ts)
細胞を用いたプロモーターアッセイにより 5’UTR を含む 3.2 kbp が重要な配列であ
ると報告されているため(Tsukamoto et al., 2007)、本研究で使用したブタ TEX101
プロモーター領域は十分機能するものと考えられる。さらに、pH11 
pTEX101pro-huKO-2A-DreN-KIn ベクターは本研究において明らかになった TEX101 
mRNA 5’UTR 配列に huKO-2A-DreN ユニットを結合して構築しているため、精子形成過






たって高濃度の CRISPR/Cas9 が作用するため、off target 変異が導入されやすいが、
Cas9 タンパク、sgRNA のリボ核タンパク(RNP)を用いることで CRISPR/Cas9 が作用す
る時間が短くなり、off target 変異が起こりにくくなることが知られている(Fu et 
al., 2013; Kim et al., 2014)。このため、すべての off target 候補配列を検証す
ることはできなかったが、RNP を用いることでその危険性を低くしていることから、





の増殖能力回復操作を実施した後、対象遺伝子を 2つの rox 配列で挟む遺伝子組換え
操作、核移植ならびに胚移植操作による個体作出を行うことで、精子形成過程 CKO ブ
タ個体が作出できると考えられる(図 12)。 




雌ブタを作出し、CKO 個体同士を交配させる必要がある。マウスにおいて TEX101 プロ
モーターを利用したCKOは卵子形成過程および受精卵の発生過程では起こらないため
(Lei et al., 2010)、ブタにおいても卵子形成過程では CKO が起こらないことが予想
される。そのため、生殖細胞 CKO 雌ブタを作出するには卵子形成特異的に発現する
ESR1 プロモーターの利用(Lee et al., 2014)や Nanos3 KO 個体とのキメラ作出(Ideta 




























変異導入効率を向上させる因子として知られているマウス由来 Trex2 の mRNA を共導
入し、モザイク胚発生率を低減、非モザイク胚発生率を向上させることを示した。ま




et al., 2018)、これは CRISPR/Cas9 による変異導入がブタでは少なくとも 4細胞期
胚まで起きているが、マウスは 2細胞期胚までにほぼ完了しており、(Hashimoto, 




第 3章ではブタにおける精巣特異的因子 TEX101 mRNA の解析を実施し、その全長配
列を決定した。この結果、翻訳開始点および 5’UTR 配列が報告されているデータベ
ースとは異なっていることが明らかとなった。Real Time PCR を用いた TEX101 mRNA











成過程特異的に働く TEX101 プロモーター制御下で huKO ならびに DreN リコンビナー
ゼを発現させるユニットを KI したところ 4 株の KI 細胞株を樹立することができた。




ことはなく、CKO は起こらないことが確認できた。細胞樹立に使用した TEX101 プロモ
ーター配列は本研究により明らかになった TEX101 mRNA の 5’UTR 配列を含み、精子
形成過程 CKO マウスで使用されている TEX101 プロモーターよりも広い領域の配列を
含んでいることから、精子形成過程に huKO ならびに DreN リコンビナーゼを発現する
のに十分機能すると考えられる。本研究では精子形成過程 CKO ブタ個体作出には至ら
















































図 2．IVF 後 6 日における胚盤胞期胚の形態比較 










C．50 bp以上のindelにより R2<0.9と判定された胚盤胞期胚 



























図 5．RACE 法により決定したブタ TEX101 mRNA 全長配列 
   翻訳領域を下線で示す。 




XM_021094473  1:GCCCTGTAGTCGGTACTTGCCAGAACCTAGATTTAATTTCATTCCTTATGGTTGAAAAGT 60 
pTEX101 mRNA RACE  1:--ATGAAGATGAGGAAGCTAAAGCTCAGAAAGGAAAAGAGATGAGCTCAGGCTAAGAAGG 58 
          *  * *      **  *  * *   **    **    *  ** * * ***  
XM_021094473         61:TTCTTGTCCGTCAACTCACAGATCCTGATCAGCTCTTCCA-AAATCTCTTAATAGAAGAA 119 
pTEX101 mRNA RACE         59:ATCTATGGATTTCTCTCACA---CCAAAAAGGCAGAGCCACTTCTCTGAGAGGGGAAGAA 115 
                              ***      *   ******   **  *   **    ***    ***   *   ****** 
XM_021094473        120:GCCATGGGAACCTGTCACAACCAGCATTTGCTGTTCCTCTTTATCCTAGGAGCCCCAACC 179 
pTEX101 mRNA RACE        116:GCCATGGGAACCTGTCACAACCAGCATTTGCTGTTCCTCTTTATCCTAGGAGCCCCAACC 175 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        180:TTGATCTCGGCACAAAAATTGCCTTGTCAAAGGAGTACATTCATGGGTTTAGAAAGCGAT 239 
pTEX101 mRNA RACE        176:TTGATCTCGGCACAAAAATTGCCTTGTCAAAGGAGTACATTCATGGGTTTAGAAAGCGAT 235 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        240:CCAATGTATACATTTAACTGGACCACAGACAATGTTGAGATTTGTGACAATGGGGCATTG 299 
pTEX101 mRNA RACE        236:CCAATGTATACATTTAACTGGACCACAGACAATGTTGAGATTTGTGACAATGGGGCATTG 295 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        300:TGCCAGGAAACTGTGCTAATAATCAGATCAGGAAGGACCGAGACAGCAATTTTGGCCACT 359 
pTEX101 mRNA RACE        296:TGCCAGGAAACTGTGCTAATRATCAGATCAGGAAGGACCGAGACAGCAATTTTGGCCACT 355 
                             ******************** *************************************** 
XM_021094473        360:AAGGGCTGCAGTTCAGAGGGGACACCAGCAATAACGTTTATCCAGCACTCTCCACCCCCT 419 
pTEX101 mRNA RACE        356:AAGGGCTGCAGTTCAGAGGGGACACCAGCAATAACGTTTATCCAGCACTCTCCACCCCCT 415 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        420:GGCATAGTCACAATCTCCTACAATAACTACTGTGATGATCCCCTTTGCAACAACAGAGAG 479 
pTEX101 mRNA RACE        416:GGCATAGTCACAATCTCCTACAATAACTACTGTGATGATCCCCTTTGCAACAACAGAGAG 475 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        480:AATTTGTATGAGATATGGCCTGAAGCGGAGTATGAAGCTCCCAGAGAGCCAGCAACCCTC 539 
pTEX101 mRNA RACE        476:AATTTGTATGAGATATGGCCTGAAGCGGAGTATGAAGCTCCCAGAGAGCCAGCAACCCTC 535 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        540:CACTGCCCAACCTGTGTGGCTTTGGGGAACTGTTTGAGTGCTCCTTCTCTTCCTTGTCCC 599 
pTEX101 mRNA RACE        536:CACTGCCCAACCTGTGTGGCTTTGGGGAACTGTTTGAGTGCTCCTTCTCTTCCTTGTCCC 595 
                           ************************************************************ 
XM_021094473        600:AATGATACAAATCGATGCTATCAAGGAAAACTTCAGGTCACTGGAGGAGGCATCAACTCA 659 
pTEX101 mRNA RACE        596:AATGATACAAATCGATGCTATCAAGGAAAACTTCAGGTCACTGGAGGAGGCATCAACTCA 655 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        660:CCTTTGGAGATCAAAGGCTGTACAGCCATAACTGGTTGCAGGATAATGTCTGGGATCTTT 719 
pTEX101 mRNA RACE         656:CCTTTGGAGATCAAAGGCTGTACAGCCATAACTGGTTGCAGGATAATGTCTGGGATCTTT 715 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        720:ACAATAGGACCCCTGTGGGTGAAGGAAACTTGTCCATTCAAGTCTCTCACTCCCCGAAAA 779 
pTEX101 mRNA RACE        716:ACAATAGGACCCCTGTGGGTGAAGGAAACTTGTCCATTCAAGTCTCTCACTCCCCGAAAA 775 
                             ************************************************************ 
XM_021094473        780:GTCCAAAGTGGTGCCATGTGGCTTCCCACTTCATATTGGAGTTTAGAGCTACCGCTGCTG 839 
pTEX101 mRNA RACE        776:GTCCAAAGTGGTGCCATGTGGCTTCCCACTTCATATTGGAGTTTAGAGCTACCGCTGCTG 835 
                              ************************************************************ 
XM_021094473        840:CTGTTACTGCCCCTGCTTGTCCATTGAGGAGTGGTTTCTGGTCCCAGTTTTACTGGACAC 899 
pTEX101 mRNA RACE        836:CTGTTACTGCCCCTGCTTGTCCATTGAGGAGTGGTTTCTGGTCCCAGTTTTACTGGACAC 895 





XM_021094473        900:TTCTTTTGACTGGCCAACAGCAGATTGAGGAGCAGGTGGAGATTTGAAGAACCAAGAGTT 959 
pTEX101 mRNA RACE        896:TTCTTTTGACTGGCCAACAGCAGATTGAGGAGCAGGTGGAGATTTGAAGAACCAAGAGTT 955 
************************************************************ 
XM_021094473        960:CTTGTGGCTTGTATTTGACATTTTGAATAAAGCTTCTGCTGTGATTTGTATATCGCTCAA 1019 
pTEX101 mRNA RACE        956:CTTGTGGCTTGTATTTGACATTTTGAATAAAGCTTCTGCTGTGATTTGTAAAAAAAAAAA 1015 
                             ************************************************** *      ** 
XM_021094473       1020:GACTAGAAGTGGCATTATTGTGCTAAAGGGCCCTTAATATTCATCTTCACCCACATATTT 1079 
pTEX101 mRNA RACE       1016:AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1075 
                              *  * **     *  *       ***        ** *   *     *   * * *    
XM_021094473       1080:TGCAGAAAGGGAATCAGAGATTCTTGAAAACTTGAGTGAATTTCTCACACTTACACAGCT 1139 
pTEX101 mRNA RACE       1076:AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA----- 1130 
                                * ***   **  * * *      ****    *   **      * *   * *      
XM_021094473       1140:ATGGGCATAGTAAGGACCAGAATTTTGATATTCTGACCTAAAGTTTGGTTTTCCATTCCC 1199 
pTEX101 mRNA RACE       1130:------------------------------------------------------------ 1130 
                                                                                        
XM_021094473       1200:TCTAATAGGCTTCCTTCTCTTGCTGGTTGGACAAGAGACTAACATTATCCTCCCCTAGAA 1259 
pTEX101 mRNA RACE       1130:------------------------------------------------------------ 1130 
                                                                                          
XM_021094473       1260:CACTCTTAACCCAATCATAAGGCCAGAGTCATCTGCTTTGGGGTTTAATATTTCCCCGGA 1319 
pTEX101 mRNA RACE       1130:------------------------------------------------------------ 1130 
                                                                                          
XM_021094473       1320:GGTGTGGCAGAATGAGAAAAATCAGACCCTAAGTTTTTCAACTGTAATGAATTTAGAGTC 1379 
pTEX101 mRNA RACE       1130:------------------------------------------------------------ 1130 
                                                                                          
XM_021094473       1380:CTATTGTAATGAGTAAAGAATTTAGGGTCCCATCTTCCCCTGTCCTGTTTGTCCCTTGCC 1439 
pTEX101 mRNA RACE       1130:------------------------------------------------------------ 1130 
                                                                                          
XM_021094473       1440:CACTTTACATCATTCCTTCCCATCTCTGTTGCCTACTTAATGCCTCTTTAGTGAACAGAG 1499 
pTEX101 mRNA RACE       1130:------------------------------------------------------------ 1130 
                                                                                          
XM_021094473       1500:GGAACTTAGGAGGGATCTGGGGCTCAGTAAAGTCTGATGAATGTCAGCCTAGAACTATTG 1559 
pTEX101 mRNA RACE       1130:------------------------------------------------------------ 1130 
                                                                                          
XM_021094473       1560:GGTGGGGAGATTTTTTTTTTCTTTG                                    1584 
















図 7.RACE 法により決定した mRNA 配列より予測されるブタ TEX101 タンパク質 
アミノ酸配列 





XP_020950132.1        1:MVEKFLVRQLTDPDQLFQNLLIEEAMGTCHNQHLLFLFILGAPTLISAQKLPCQRSTFMG 60 
pTEX101 Protein RACE  1:-------------------------MGTCHNQHLLFLFILGAPTLISAQKLPCQRSTFMG 35 
                                                 *********************************** 
XP_020950132.1        61:LESDPMYTFNWTTDNVEICDNGALCQETVLIIRSGRTETAILATKGCSSEGTPAITFIQH 120 
pTEX101 Protein RACE  36:LESDPMYTFNWTTDNVEICDNGALCQETVLXIRSGRTETAILATKGCSSEGTPAITFIQH 95 
                         ****************************** ***************************** 
XP_020950132.1        121:SPPPGIVTISYNNYCDDPLCNNRENLYEIWPEAEYEAPREPATLHCPTCVALGNCLSAPS 180 
pTEX101 Protein RACE   96:SPPPGIVTISYNNYCDDPLCNNRENLYEIWPEAEYEAPREPATLHCPTCVALGNCLSAPS 155 
                          ************************************************************ 
XP_020950132.1        181:LPCPNDTNRCYQGKLQVTGGGINSPLEIKGCTAITGCRIMSGIFTIGPLWVKETCPFKSL 240 
pTEX101 Protein RACE  156:LPCPNDTNRCYQGKLQVTGGGINSPLEIKGCTAITGCRIMSGIFTIGPLWVKETCPFKSL 215 
                          ************************************************************ 
XP_020950132.1        241:TPRKVQSGAMWLPTSYWSLELPLLLLLPLLVH                             272 
pTEX101 Protein RACE  216:TPRKVQSGAMWLPTSYWSLELPLLLLLPLLVH                             247 









図 9．TEX101 Real Time PCR 増幅産物電気泳動像 
0 日齢 ：1精巣、2卵巣、3心臓、4肺、5脳、6皮膚、7肝臓、8脾臓、9腎臓、 
10 胸腺、11 筋肉 
6 ヵ月齢：12 精巣、13卵巣 





図 10．Real Time PCR による TEX101 mRNA 発現量解析 
the mean ±SEM 





図 11．pH11 遺伝子領域への CMV-EGFP ユニット KI 
A. pH11 EGFP KIn ベクター構造および遺伝子組換え反応 
B. pH11 EGFP KIn ベクターKI および Tg による EGFP 蛍光陽性細胞割合 
C. EGFP 蛍光陽性細胞と陰性細胞 









図 13．PCR による pH11 pTEX101pro huKO-2A-DreN KIn 細胞遺伝子型解析 
C:pH11 pTEX101pro huKO-2A-DreN KIn ベクター 
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図 15．off target 候補配列および Surveyor Assay 法による off target 変異検証 
 A.CRISPR design tool により予測された off target 候補配列 
赤：CRISPR/Cas9 標的配列 
黄：Surveyor Assay により検証した遺伝子配列外 off target 候補配列 
青：Surveyor Assay により検証した遺伝子配列内 off target 候補配列 
B.Surveyor Assay 法による off target 変異検証 
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